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超高效液相色谱法测定环孢素 A 的血药浓度
李碧艳( 厦门大学附属第一医院药学部 厦门 361000)
摘要: 目的 建立超高效液相色谱法测定全血中环孢素 A的质量浓度。方法 血样经乙醚萃取后，经WATEＲS BEH C18 ( 2. 1 × 50mm，1. 7μm)
分离，乙腈-水为流动相，70℃柱温下进行色谱分析，检测波长为 210nm。结果 本方法线性范围为 0. 05 ～ 1. 0μg·mL －1 ( r = 0. 9930) ，高、中、低
血样的平均回收率分别为 94. 04%、100. 81%、98. 95%，日内 ＲSD小于 10%。结论 本法操作简便，回收率高，精密度好，适用于临床常规检测
CsA的血药浓度。
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Determination of blood concentration of Cyclosporine A by UPLC
LI Bi-yan( The first affiliated hospital of Xiamen University，Xiamen 361000，China)
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ABSTＲACT: OBJECTIVE To establish a UPLC method for detecting cyclosporine A concentration in human
whole blood. METHODS CsA was extracted from whole blood with diethyl and separated by a WATEＲS BEH C18
( 2. 1 × 50mm，1. 7μm) . Mobile phase was a mixture of acetonitrile and water，the column temperature was set at
70℃，and the detected wavelength was at 210nm. ＲESULTS The average linear range of CsA was from 0. 05μg·
mL －1 to 1. 0μg· mL －1，r = 0. 9930. The recovery rate of low、moderate、high concentrations were 94. 04%、
100. 81%、98. 95% respectively. The intraday ＲSD were 5. 0% ( less than 10% ) ( n = 6 ) . CONCLUSION This
method is simple，accurate，precise and suitable for monitoring blood concentration of CsA.
KEY WOＲDS: UPLC; Cyclosporine A; Blood concentration
环孢素 A( Cyclosporine A，CsA) 是由 11 个氨基酸组成的
环状多肽，是一种高效、具选择性的免疫抑制剂，临床广泛用
于肝、肾等器官移植的排斥反应和其他自身免疫性疾病。由




前 CsA 的测定方法主要有放射免疫法( ＲIA) 、荧光偏振免疫
法( FPIA) 、酶联免疫法( EMIT) 及高效液相色谱法 ( HPLC)
等。ＲIA 法测定结果不稳定，且存在放射性污染; FPIA 法易
受代谢物影响; EMIT 法使用单抗，药盒较贵，不适合小样本分
析; HPLC 法处理简单，灵敏度高，专属性强，但分析时间长;
UPLC 较 HPLC 法具有快速、高分离度、高灵敏度等特点，可以
将分析能力迅速提升到 20 ～ 30 个样品 /h。本实验参考有关
文献〔2 ～ 7〕建立 UPLC 法测定 CsA 全血质量浓度。
1 仪器与试剂
Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱仪( 美国 Waters 公
司) ，Waters Acquity UPLC PDA 检测器( 美国 Waters 公司) ，
Empower2 色谱数据工作站( 美国 Waters 公司) ; 高速台式冷
冻离心机( 北京时代北利离心机有限公司) ，低温水浴恒温振
荡器( 金坛市国旺实验仪器厂) ，数显三用恒温水箱 HH-W420
( 金坛市科析仪器有限公司) 。CsA 对照品( 上海同田生物技




2. 1 溶液配制 精密称取环孢素 A 对照品 5mg 置于 25mL
容量 瓶 中，用 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度，摇 匀，制 成 浓 度 为
200μg·mL －1的标准储备液。精密称取环孢素 D 对照品 5mg
置于 25mL 容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，制成浓度为
200μg·mL －1的标准储备液。4℃冷藏保存。
2. 2 色 谱 条 件 色 谱 柱: Waters BEH C18 ( 2. 1 × 50mm，
1. 7μm) ; 柱温: 70℃ ; 进样量: 3μL，检测波长: 210nm; 流动相
采用梯度洗脱( 见表 1) 。
在此条件下，色谱峰形对称，理论塔板数大于 4000，分离
度大于 1. 5，保留时间约为 1. 7min。血中内源性物质不干扰
样品测定，见色谱图( 见图 1) 。
2. 3 血样前处理 取样品全血 1. 0mL 加入 10mL 具塞离心
管中，加入 100μLCsD 内标液，再加入 2. 0mL 0. 1mol·L －1 的
NaOH 溶液，漩涡混合 30s，加乙醚 4mL，震荡 1min，然后以
2000r·min －1 旋 转 离 心 10min。吸 取 乙 醚 层，再 加 入 乙 醚
3mL，再次重复萃取，合并 2 次萃取的乙醚层，在 45℃ 水浴下
蒸干。残渣分别加入流动相、0. 05mol·L －1 的 HCl 溶液和正
己烷 各 0. 5mL，漩 涡 混 合 10s，以 2000r·min －1 旋 转 离 心
5min，弃去上层正己烷，取下层清液进样测定。
表 1 流动相梯度洗脱
时间 流量( mL·L －1 ) A 水( % ) B 乙腈( % ) 曲线
0. 6 40. 0 60. 0 初始值
0. 5min 0. 6 40. 0 60. 0 6
3. 0min 0. 6 10. 0 90. 0 6
4. 0min 0. 6 0. 0 100. 0 1
5. 0min 0. 6 40. 0 60. 0 1
2. 4 标准曲线及线性范围 精密量取环孢素 A 储备液适
量，加入空白全血，配制成 1. 0、0. 8、0. 6、0. 4、0. 2、0. 05μg·
mL －1系列浓度，按照 2. 3 前处理方法处理后，按照 2. 2 色谱条
件进行分析，记录色谱峰及面积。以环孢素 A 和环孢素 D 峰
面积比 A 对浓度 C 进行线性计算，得回归方程: y = 0. 3923x －
0. 0102，r = 0. 9930。结果表明，环孢素 A 浓度在 0. 05 ～ 1. 0μg
·mL －1范围内与峰面积呈良好线性关系。
2. 5 回收率 精密量取环孢素 A 储备液适量，加入空白全
血，配制成含量 1. 0，0. 6，0. 2μg·mL －1的血样，按照 2. 3 前处
理方法处理后，按照 2. 2 色谱条件进行分析，每一浓度进行 5
样本分析。记录色谱峰及面积。以环孢素 A 和环孢素 D 峰
面积比 A 与未经提取处理的对照品环孢素 A 和环孢素 D 峰
面积比 A0 计算回收率( 见表 2) 。再
表 2 回收率测定
浓度( μg·mL －1 ) 相对回收率( % ) ＲSD( % )
0. 2 94. 04 2. 4
0. 6 100. 81 6. 9
1. 0 98. 95 0. 7
2. 6 精密度 精密量取环孢素 A 储备液适量，加入空白全
血，配制成含量 1. 0μg·mL －1的血样 6 份，按照 2. 3 前处理方
法处理后，按照 2. 2 色谱条件进行分析。记录色谱峰及面积。
以环孢素 A 和环孢素 D 峰面积比 A 进行 ＲSD 计算，结果环
孢素 A 的 ＲSD = 5. 0% ( n = 6) ，表明精密度良好。
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图 1 A 环孢素 A 对照品; B 环孢素 D 对照品; C 空白血样;
D 空白血样 + 环孢素 A + 环孢素 D
2. 7 稳定性 精密量取环孢素 A 储备液适量，加入空白全
血，配制成含量 1. 0μg·mL －1的血样，一部分按照 2. 3 前处理
方法处理后，按照 2. 2 色谱条件进行分析，置于 4℃自动进样
器内，分别于 0，4，8，12，24，36h 进样测试，记录色谱峰及面
积; 另一部分，于 4℃冰箱中放置 1，3，7，10d 后取出放至室温，
按 2. 3 前处理方法处理后，按照 2. 2 色谱条件进行分析。以
环孢素 A 和环孢素 D 峰面积比 A 进行稳定性计算。全血样
品处理后在 4℃ 自动进样器中保存不同时间，测定结果为
0. 97 ± 0. 01μg·mL －1 ; 全血样品在 4℃ 冰箱中保存不同时间














本实验采用 UPLC 对全血中 CsA 质量浓度进行测定，与
常用的 HPLC 测定方法〔2 ～ 7〕相比，提高了分析效率，CsA 的保
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